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A doença de Chagas, causada pelo parasita Trypanosoma cruzi, é uma doença 
negligenciada e um problema de saúde pública. De acordo com a Organização 
Mundial de Saúde, cerca de oito milhões de pessoas no mundo possuem essa 
doença, sendo que grande parte dos afetados se encontra na América Latina. A 
transmissão clássica da doença se dá através do contato com as fezes do vetor 
triatomíneo, popularmente conhecido como barbeiro. Desta forma, os casos 
existentes no país atualmente são majoritariamente crônicos. Alguns poucos casos 
agudos têm sido relatados, resultantes da transmissão oral do parasita. A doença de 
Chagas pode ser curada se o tratamento for iniciado logo após a infecção. Atualmente, 
existem no mercado duas drogas para o tratamento da doença de Chagas, o 
benznidazol e o nifurtimox. No Brasil, apenas o benznidazol está disponível. O Brasil 
é um dos poucos produtores mundiais deste medicamento, exportando-o para outros 
países. Durante seu transporte, tanto ao exterior quanto dentro do país, existe a 
possibilidade de a droga ser exposta a condições adversas. Desta forma, é de suma 
importância a realização de estudos de estabilidade para garantir a eficácia e 
segurança do medicamento. Em vista disso, o objetivo deste trabalho foi identificar e 
caracterizar os produtos de degradação do benznidazol, bem como desenvolver e 
validar um método indicativo de estabilidade para este fármaco. O estudo de 
estabilidade empregado neste trabalho foi o estudo de estabilidade do insumo 
farmacêutico ativo, no qual são realizados testes de degradação forçada. Esse 
procedimento expõe o fármaco a ambientes extremos (base, ácido, luz, oxidação, 
calor) com o propósito de forçar sua degradação. Durante o estudo de degradação 
forçada, o benznidazol sofreu degradação por hidrólises ácida e alcalina, por oxidação 
e por fotólise. Os produtos de degradação formados foram caracterizados por 
cromatografia líquida de alta eficiência acoplada à espectrometria de massas de alta 
resolução. Além disso, um método por cromatografia líquida de alta eficiência com 
detector de arranjo de diodos foi desenvolvido e validado para a indicação de 
estabilidade e quantificação do fármaco benznidazol. O método foi capaz de separar 
o fármaco de seus possíveis produtos de degradação. Com o auxílio deste método, 
também foi possível propor a cinética de degradação do fármaco nas condições de 
meio ácido, alcalino e oxidante. O método desenvolvido e validado neste trabalho 
demonstrou ser seletivo, linear, preciso, exato, isento de efeito matriz e robusto. O 
benznidazol por meio do ensaio de degradação forçada demonstrou ser instável em 
condições ácida, alcalina, oxidativo e fotolítico. Além disso, em meio ácido, alcalino e 
oxidante, benznidazol apresentou uma ordem de reação de primeira ordem para 
degradação. Neste trabalho foi comprovado que o benznidazol pode degradar quando 
exposto a condições não controladas, como por exemplo, de armazenamento e 
transporte. Este dado é de extrema relevância, devido ao Brasil é um dos principais 
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Chagas disease, caused by the parasite Trypanosoma cruzi, is a neglected disease 
and a public health problem. According to the World Health Organization, about eight 
million people worldwide have this disease, and most of those affected are in Latin 
America. The classic transmission of the disease occurs through contact with the feces 
of the triatomine vector, popularly known as kissing bug. In this way, the cases existing 
in the country are currently mostly chronic. Some few acute cases have been reported, 
resulting from the oral transmission of the parasite. Chagas disease can be cured if 
treatment is started shortly after infection. Currently, there are two drugs on the market 
for the treatment of Chagas' disease, benznidazole and nifurtimox. In Brazil, only 
benznidazole is available. Brazil is one of the few world producers of this medicine, 
exporting it to other countries. During transportation, both abroad and within the 
country, it is possible that the drug is exposed to adverse conditions. In such way, it is 
of paramount importance to carry out stability studies to ensure the efficacy and safety 
of the medicine. Therefore, the objective of this study was to identify and characterize 
the degradation products of benznidazole, as well as to develop and validate a method 
indicative of stability for this drug. We conducted the stability study of the active 
pharmaceutical ingredient, in which forced degradation tests are performed. This 
procedure exposes the drug to extreme environments (base, acid, light, oxidation, 
heat) for the purpose of forcing its degradation. During the forced degradation study, 
benznidazole was degraded by acid and alkaline hydrolysis, oxidation and photolysis. 
The degradation products formed were characterized by high performance liquid 
chromatography coupled to high resolution mass spectrometry. In addition, a high 
performance liquid chromatography method with diode arrangement detector was 
developed and validated for the indication of stability and quantification of 
benznidazole drug. The method was able to separate the drug from its possible 
degradation products. With the aid of this method, it was also possible to propose the 
degradation kinetics of the drug under acid, alkaline and oxidant conditions. The 
method developed and validated in this work has been shown to be selective, linear, 
precise, accurate, free of matrix effect and robust. Benznidazole through of the forced 
degradation test proved to be unstable under acidic, alkaline, oxidative and photolytic 
conditions. Furthermore, in acidic, alkaline and oxidation medium, benznidazole  
presented a first order reaction  for degradation. In this work was proved that 
benznidazole can degrade to uncontrolled conditions, such as, storage and transport. 
This fact is of extreme relevance, due Brazil is one of the main producers and exporters 
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átomos rápidos) 
HIV - Human Immunodeficiency Virus (em Português, Vírus da 
Imunodeficiência Humana) 
IUPAC - International Union of Pure and Applied Chemistry (em 
Português, União internacional de química pura e aplicada) 
IC - Inclinação da Curva 
ICH - International Conference on Harmonisation 
 
 
IFA - Insumo Farmacêutico Ativo 
IFI  - Imunofluorescência Indireta 
IFN-γ  - Interferon-γ 
Ig  - Imunoglobulina 
IL  - Interleucina 
INMETRO - Instituto Nacional de Metrologia, Normalização e Qualidade 
Industrial do Brasil 
k  - Constante 
LAFEPE - Laboratório Farmacêutico do Estado de Pernambuco 
LD - Limite de Detecção 
ln - Logaritmo Natural 
LQ - Limite de Quantificação 
LSIMS - Liquid-phase Secondary Ion Mass Spectrometry (em 
Português, Espectrometria de massas de íon secundário em 
fase líquida) 
MALDI - Matrix Assisted Lazer Desorption Ionization (em Português, 
Ionização e dessorção a laser assistida por matriz) 
MCP - Microchannel Plate (em Português, Placa de microcanal) 
m/z - Relação massa/carga 
NADPH - Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate (em 
Português, Fosfado de dinucleótido de adenina e 
nicotinamida) 
NFX  - Nifurtimox 
NK  - Natural Killer (em Português, célula exterminadora Natural) 
OMS - Organização Mundial da Saúde 
PCR  - Polymerase Chain Reaction (em português Reação em 
Cadeia Polimerase) 
Q-ToF - Quadrupole-Time of Flight (em Português, Quadrupolo-
tempo de voo) 
RE - Resolução 
RDC - Resolução da Diretoria Colegiada 
SQR - Substância Química de Referência 
ToF - Time of Flight (em Português, Tempo de voo) 
Th  - Linfócitos T auxiliar 
 
 
TNF-α - Fator de Necrose Tumoral-α 
UV-Vis - Ultravioleta-Visível 
v/v - Volume/volume 
   
   
   
   
   






   
   
   
   
   
  
 












   
   
























   
   




























A doença de Chagas, também conhecida como tripanossomíase americana, 
foi descrita pela primeira vez pelo médico Carlos Chagas em 1909. Essa doença é 
causada pelo protozoário Trypanosoma cruzi. A principal forma de transmissão é 
através do contato com as fezes contaminadas com o parasita, após a picada do 
inseto vetor triatomíneo, popularmente conhecido como barbeiro. Esta forma de 
transmissão encontra-se controlada no Brasil desde 2006, sendo que os poucos casos 
novos que têm sido relatados são devido à contaminação oral. Assim, a maioria dos 
doentes apresenta a forma crônica da doença. Outras formas de transmissão também 
são conhecidas, como a transmissão congênita, por transfusão sanguínea, e por 
transplante de órgãos (MONCAYO, 1999; VALDEZ et al., 2012; DNDI, 2016).  
A doença de Chagas é considerada negligenciada (DNDI, 2016) pois ocorre 
em países pobres, com grandes problemas sociais e recebe pouca atenção das 
indústrias farmacêuticas. Essa doença é tipicamente de área rural, acometendo 
indivíduos moradores de casas feitas de barro, conhecidas como pau a pique, onde o 
vetor pode encontrar abrigo adequado. Porém, com a constante migração 
populacional, esta enfermidade passou a atingir também o meio urbano (SCHMUNIS, 
2000; DIAS, 2007). 
O diagnóstico da doença de Chagas é  realizado por exame parasitológico ou 
imunológico, de acordo com a fase da enfermidade (aguda ou crônica) (MARTINS et 
al., 2000). Após a confirmação pelo diagnóstico, deve-se iniciar o tratamento 
medicamentoso da doença. Os medicamentos atualmente disponíveis no mercado 
internacional são o benznidazol e nifurtimox, sendo aprovado no Brasil somente o 
benznidazol (SERAFIM et al., 2011; VALDEZ et al., 2012). Estes são eficazes apenas 
na infecção aguda (quando a menor parte dos diagnósticos são feitos), infecção 
congênita e fase crônica recente (COURA; CASTRO, 2002). Além disso, podem 
causar eventos adversos graves tais como anorexia, neuropatia periférica, 
dermopatias alérgicas, toxicidades renal e cardíaca e vômitos (TONIN et al., 2010; 
SERAFIM et al., 2011). Por ser o Brasil um dos principais produtores e exportadores 
mundiais de benznidazol, é de estrema importância se obter um rigoroso controle de 
estabilidade do medicamento, para saber se este necessita de adição de protetores 
específicos em sua formulação, como também para garantir sua qualidade durante o 
transporte e armazenamento. 
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 Segundo a Organização Mundial de Saúde, estabilidade farmacêutica é a 
capacidade de um produto farmacêutico em manter as suas características químicas, 
físicas, microbiológicas e biofarmacêuticas dentro dos limites especificados durante 
todo o seu prazo de validade (MIRCO; ROCHA, 2013). A perda da estabilidade de um 
fármaco pode estar relacionada com a perda do efeito terapêutico ou com a formação 
de produtos de degradação tóxicos (MIRCO; ROCHA, 2013). 
Existem vários tipos de estudos de estabilidade, que podem ser agrupados 
em três categorias: estudos preliminares, estudo de estabilidade do medicamento e 
estudo de estabilidade do insumo farmacêutico ativo. O estudo de establilidade do 
medicamento, que tem por finalidade definir o prazo de validade do produto final, ainda  
pode ser subdividido em três tipos: acelerado, conduzido para obter um prazo de 
validade provisório; estudo de estabilidade de longa duração, que inicia-se 
simultaneamente com o estudo acelerado, com o objetivo de confirmar o prazo de 
validade final; e estudo de estabilidade de acompanhamento, realizado durante todo 
o período em que o medicamento estiver sendo comercializado (BRASIL, 2005a, 
2015a). 
Para realizar o estudo de estabilidade do medicamento, é necessário 
conhecer seus produtos de degradação. Para verificar se as substâncias encontradas 
durante a análise do medicamento são oriundas do fármaco, é conduzido 
primeiramente o estudo de estabilidade do insumo farmacêutico ativo (IFA), que visa 
identificar e qualificar os produtos de degradação do fármaco (BRASIL, 2012, 2015a). 
A formação dos produtos de degradação por meio da exposição dos medicamentos a 
condições forçadas é conhecida como estudo de degradação forçada. Neste estudo, 
o perfil de degradação é o conjunto de produtos de degradação formados a partir do 
medicamento submetido a determinadas condições, como temperatura, tempo, luz, 
umidade, pH e oxidação (SILVA, K. E. R. et al., 2009; MIRCO; ROCHA, 2013). 
Considerando que o benznidazol é o único tratamento disponível no Brasil 
para a doença de Chagas e que o Brasil é um dos poucos produtores mundiais deste 
medicamento, e que o mesmo realiza exportação para outros países, o estudo de 
degradação forçada do insumo farmacêutico ativo é de extrema importância para se 
conhecer os produtos de degradação provenientes do ativo. Desta forma, o objetivo 
deste trabalho foi identificar os produtos de degradação oriundos do benznidazol e 
desenvolver e validar um método por cromatografia líquida de alta eficiência indicativo 





FIGURA 1 - CICLO DE TRANSMISSÃO VETORIAL DO TRYPANOSOMA CRUZI 
FONTE: (ARGOLO et al., 2008) 
 
O hospedeiro invertebrado do T. cruzi é o inseto hematófago pertencente à 
ordem Hemiptera, família Reduviidae, subfamília Triatominae, conhecido 
popularmente como “barbeiro”, “chupão” ou “furão” (GALVÃO; JUSTI, 2015). O 
barbeiro pode ser encontrado em espaços silvestres (folhagens, pedras sobrepostas, 
palmeiras) como também em ambientes peridomiciliares, mais comumente em casas 
de paredes de barro que contém frestas, rachaduras e áreas circulantes. Algumas 
explicações para o processo de domiciliação dos triatomíneos foram propostas, porém 
este ainda não foi totalmente esclarecido. Alguns autores acreditam que a explicação 
para a domiciliação está ligada ao desmatamento, ocasionando a escassez das fontes 
naturais de alimento. Desta forma, os vetores acabam por migrar para as regiões 
domiciliares, onde convivem com animais domésticos e humanos (ARAGÃO, 1983; 








A transmissão do parasita T. cruzi por meio vetorial ocorre quando o inseto 
triatomíneo, durante o processo de alimentação do sangue do hospedeiro vertebrado 
(e.g. humanos), deposita suas fezes e/ou urina contendo o parasita próximos ao local 
da picada (FIGURA 2). O indivíduo, ao coçar o local da picada, acaba por levar estes 
dejetos contaminados para dentro do ferimento, entrando, então, o parasita na 
circulação sanguínea (SERAFIM et al., 2011; LANA; TUFARI, 2012). 
 
FIGURA 2 - TRANSMISSÃO VETORIAL DO TRYPANOSOMA CRUZI 
 
FONTE:(LIAC CENTRAL SOROLÓGICA, 2017)  
 
No Brasil, a transmissão vetorial da doença de Chagas foi considerada 
interrompida no ano de 2006, graças a atividades como a vigilância epidemiológica, 
planos para reconhecimento da existência do vetor, dispersão de inseticidas nas 
casas e peridomicílios e também projetos e medidas educativas sanitárias (ARGOLO 
et al., 2008; SBC, 2011; SERAFIM et al., 2011; COSTA et al., 2013). 
Contudo, outras formas de transmissão podem ocorrer, como por meio da 
transfusão sanguínea, que se destaca pela sua  relevância epidemiológica 
principalmente em países não endêmicos, nos quais é considerada a principal via de 
transmissão (FERREIRA; SILVA, 2006; MORAES-SOUZA; FERREIRA-SILVA, 2011). 
Visando a minimizar esta forma de transmissão, o ideal é que o indivíduo acometido 
pela enfermidade, que apresenta antígenos parasitários no sangue e/ou tecidos por 
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toda a sua vida,  seja excluído como doador de sangue (BRASIL, 2005b; LANA; 
TUFARI, 2012). A migração dos indivíduos afetados pela doença de Chagas da área 
rural para áreas urbanas tem gerado preocupação por este meio de transmissão, pois 
este acontecimento foi responsável pelo aumento da prevalência de doadores 
portadores da doença de Chagas nos hemobancos do país. A maior parte dos 
diagnosticados pela doença estão na fase crônica, um grupo de potenciais doadores 
de sangue, o que eleva o risco transfusional da doença de Chagas. Felizmente, este 
modo de transmissão tem se tornado cada vez mais raro, uma vez que o Ministério 
de Saúde implantou meios para se ter o controle em bancos de doação de sangue. 
Além disso, a  constituição brasileira normatizou a prática da hemoterapia, instituiu a 
obrigatoriedade da seleção sorológica dos doadores, e proibiu a remuneração pela 
doação de sangue (DIAS, 2006).  
A transmissão congênita é outra via de transmissão do parasita T. cruzi, 
sucedendo-se principalmente pela via transplacentária, mas também pode ocorrer 
pelo contato do sangue infectado da mãe com as mucosas do feto, no canal do parto. 
Esse tipo de transmissão pode ocorrer em qualquer fase da doença, sendo que o 
maior risco de transmissão é na fase aguda da doença (GONTIJO et al., 2009; SBC, 
2011).  
A transmissão oral tem chamado atenção da comunidade científica nos últimos 
anos, tendo sido responsável por alguns casos novos da doença. Essa via de infecção 
ocorre através da ingestão de alimentos (açaí, caldo de cana, bacaba) contendo o 
triatomíneo infectado ou seus dejetos, animais que ingeriram o inseto vetor, e também 
através da amamentação. Nestes casos, a entrada do parasita pode ser pela mucosa 
da boca íntegra ou lesada (SBC, 2011; LANA; TUFARI, 2012; COSTA et al., 2013). 
Nos laboratórios, a transmissão pode ocorrer através da manipulação de 
sangue de animais e de pacientes infectados, na cultura do parasita, em instrumentos 
de trabalhos contaminados, mau uso ou falta de equipamentos de proteção individual. 
Na sua maioria, este tipo de infecção é despercebido ou não diagnosticado. Fatores 
como desconhecimento, falta de atenção, mal uso de equipamentos de proteção 
individual, e falta de capacitação podem levar a este tipo de transmissão (SBC, 2011; 
LANA; TUFARI, 2012; COSTA et al., 2013). 
A transmissão transplantar ocorre através do transplante de órgãos infectados 
pelo parasita. O paciente que recebe o órgão infectado pode desenvolver a fase aguda 
da doença, uma vez que este faz uso de drogas imunossupressoras antes e após o 
30 
 
procedimento cirúrgico, apresentando menor resistência a infecções (LANA; TUFARI, 
2012). 
 
3.1.2 Aspectos clínicos 
 
São inúmeros os fatores que agem diretamente ou indiretamente nas lesões 
ocasionadas pelo T. cruzi na doença de Chagas. Alguns desses fatores são 
específicos ao hospedeiro (idade, estrutura genética, raça, resposta imunitária a tipos 
celulares que interagem com o parasita, influências hormonais, deficiências 
nutricionais), e outros são devidos ao parasita (polimorfismo, virulência clonal, cepa). 
(PARKER; SETHI, 2011). 
A doença de Chagas apresenta duas fases: a fase aguda e a fase crônica 
(FIGURA 3). A fase inicial da doença pode ser fatal na maioria dos casos graves, que 
correspondem a 10% de todos os casos, e em crianças menores de três anos, devido 
à meningoencefalite (COURA, 2003; MANOEL-CAETANO; SILVA, 2007).  
 
FIGURA 3 - EVOLUÇÃO CLÍNICA DA DOENÇA DE CHAGAS 
FONTE: Adaptado de DUTRA et al. (2009). 
 
Durante a fase aguda, em que há intensa multiplicação parasitária e invasão 
de células, em geral o indivíduo acometido se apresenta assintomático. Nesta fase, o 
diagnóstico pode ser feito por exames laboratoriais do sangue periférico, através da 
visualização de alta carga parasitária (HUGGINS et al., 1996). Quando sintomática, 
os sintomas manifestam-se nos primeiros 10 dias após a infecção, com sinais comuns 
a qualquer outra infecção sistêmica, como febre pouco elevada (em torno de 38 °C), 
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podendo ser do tipo contínua, remitente ou irregular, juntamente com outros sintomas, 
como edema, adenomegalia, esplenomegalia, hepatomegalia, cefaleia e alterações 
nervosas. Entretanto, a fase aguda passa despercebida em grande parte dos 
indivíduos (HUGGINS et al., 1996; REY, 2008; LANA; TUFARI, 2012). 
Na transmissão vetorial, o indivíduo infectado pode apresentar manifestações 
locais, como o chagoma de inoculação, que se trata de um pequeno nódulo saliente 
presente na superfície cutânea da pele. Quando a lesão ocasionada pelo inseto 
acontece na região ocular, é denominada sinal de Romaña (edema bipálpebral 
unilateral) (TORRES, 1941; LARANJA et al., 1948; HUGGINS et al., 1996). 
Os infectados pelo T. cruzi, após passarem pela fase aguda, que dura de dois 
a quatro meses, podem apresentar um período de latência, também denominado 
como fase crônica indeterminada, cuja duração pode ser de 10 a 30 anos. Este 
período ocorre em 50 a 70% dos infectados e é caracterizado pela diminuição das 
manifestações clínicas, podendo em muitos casos os indivíduos se tornarem 
assintomáticos. Apesar dos exames radiológicos cardíacos, de tubo digestivo e 
eletrocardiograma se encontrarem normais nesta etapa, a confirmação da doença 
pode ser realizada através de exames sorológicos positivos (LOPES; CHAPADEIRO, 
1997; SBC, 2011).  
Após o período de latência, os indivíduos evoluem para a forma crônica da 
doença. Esta fase é caracterizada pela baixa parasitemia e elevado número de 
anticorpos (HUGGINS et al., 1996). Após viverem anos sem sintomas, os indivíduos 
infectados pelo T. cruzi passam a ter manifestações clínicas relacionadas ao sistema 
digestivo (forma digestiva crônica da doença), cardíaco (forma cardíaca crônica), ou 





Segundo a OMS, cerca de oito milhões de pessoas no mundo estão infectadas 
pelo T. cruzi, sendo que a maior parte encontra-se em áreas endêmicas de 21 países 
da América Latina. O número de óbitos relacionados à doença de Chagas nesta região 




Apesar de ser uma doença negligenciada, o Brasil contribui para diversos 
avanços para o combate à doença de Chagas. O Programa Nacional de Controle da 
Doença de Chagas, que teve início em 1950 e foi consolidado nos anos 1980, obteve 
um impacto positivo, alcançando a diminuição dos índices de triatomíneos. Além 
disso, foi imprescindível para o estabelecimento de um rigoroso controle transfusional 
e, por conseguinte, redução da transmissão da infecção por doações de sangue. Em 
2006, o Brasil recebeu da Organização Pan-Americana de Saúde uma Certificação 
Internacional de Eliminação da Transmissão da doença Chagas pelo Triatoma 
infestans. Atualmente, praticamente todos os indivíduos acometidos por essa doença 
se encontram na fase crônica. Calcula-se que no Brasil existam 2 a 3 milhões de 
indivíduos infectados pelo T. cruzi (DIAS, 2006; FERREIRA; SILVA, 2006; FIOCRUZ, 
2013). Na (TABELA 1) é possível observar que os novos casos da doença são baixos, 
e que a principal forma de transmissão é a oral, seguida pela vetorial (MINISTÉRIO 
DE SAÚDE, 2015). 
 
TABELA 1 – NOVOS CASOS DA DOENÇA DE CHAGAS, DE ACORDO COM ANO E FORMA DE 
TRANSMISSÃO NO BRASIL DE 2006 A 2013. 
Forma de 
transmissão 
Ano de Notificação 
Total % 
2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 
Oral 106 92 68 169 68 117 127 96 843 65,71 
Ignorada 8 59 24 34 36 61 49 54 325 25,33 
Vetorial 4 4 11 16 25 10 8 20 98 7,64 
Outras - - 1 1 1 1 3 4 11 0,86 
Vertical - - - - 1 1 1 2 5 0,39 
Total 118 156 104 220 131 190 188 176 1283 100 




Em busca por meios terapêuticos para o tratamento da doença de Chagas, 
tem-se desenvolvido medicamentos com o intuito de alcançar a cura desta 
enfermidade. Porém, a eliminação completa do parasita do organismo do indivíduo 
infectado pelo T. cruzi ainda não foi alcançada (COSTA et al., 2013). Após um século 
da descoberta da doença de Chagas e de 40 anos da fabricação do primeiro 
medicamento, nos dias atuais somente duas drogas são utilizadas no controle da 
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doença (ALEXANDRE et al., 2014): o benznidazol (BNZ), desenvolvido no início da 
década de 1970 pelo laboratório Roche, com nome comercial de  ROCHAGAN®; e o 
nifurtimox, comercializado internacionalmente como LAMPIT®. Esse último teve sua 
venda suspensa no Brasil na década de 1980, e posteriormente também foi suspenso 
na Argentina, Chile e Uruguai, devido a sua menor eficácia em relação ao BNZ e aos 
seus graves eventos adversos (IANNI et al., 1998; OLIVEIRA et al., 2008; SERAFIM 
et al., 2011). Ambos medicamentos atuam nas formas sanguíneas (tripomastigotas) e 
teciduais (amastigotas) do protozoário. Porém, como apresentam menor atividade sob 
as formas amastigotas, seu efeito na fase crônica é menor (ALEXANDRE et al., 2014; 
DIAS, 1997; OLIVEIRA et al., 2008; MARIN-NETO et al., 2009; SERAFIM et al., 2011; 
COSTA et al., 2013).  
Estes medicamentos, devido à toxicidade, não devem ser administrados em 
grávidas, pacientes com insuficiência renal ou hepática, e em casos de doenças 
graves associadas com a doença de Chagas, tais como infecções sistêmicas, 
problemas cardíacos e neoplasias (COURA; CASTRO, 2002; RASSI et al., 2010). Nos 
indivíduos com mais de 50 anos, o risco de toxicidade dos fármacos pode ser maior 
do que em adultos mais jovens, sendo opcional o tratamento nestes casos (BERN et 
al., 2007; PEREZ-MOLINA et al., 2009; PARKER; SETHI, 2011). Existem relatos de 
que fatores como a idade e a fase da infecção podem estar envolvidos na efetividade 
do tratamento. Alguns pesquisadores sugerem que a variedade de cepas do parasita 
pode estar associada à dificuldade de se encontrar substâncias capazes de combater 





O Benznidazol, cujo nome químico é 2-Nitro-N-(fenilmetil)-1-imidazol-1-
acetamida (FIGURA 4) (ROCHAGAN®, Roche), foi inicialmente produzido e 
registrado pelo laboratório Roche. Atualmente, é produzido exclusivamente pelo 
Laboratório Farmacêutico do Estado de Pernambuco (LAFEPE) e disponibilizado pelo 
Sistema Único de Saúde. O BNZ é um composto nitro-heterocíclico, derivado do grupo 
nitroimidazólico (MARIN-NETO et al., 2009; SERAFIM et al., 2011). Apresenta um 
perfil de eficácia com altas taxas de cura na fase aguda e no início da fase crônica, 
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sendo pouco eficaz ou ineficaz na fase crônica tardia (DIAS; COURA, 1997; OLIVEIRA 
et al., 2008; BRITTA et al., 2015).  
O BNZ apresenta-se como um pó cristalino, pouco amarelado, insípido, 
inodoro e estável ao ar, muito pouco solúvel em água, muito solúvel em 
dimetilsulfóxido, facilmente solúvel em dimetilformamida, solúvel em hexano, 
ligeiramente solúvel em etanol, metanol, acetato de etila e cloreto de metileno, pouco 
solúvel em acetona, muito pouco solúvel em clorofórmio, álcool isopropílico, glicerol e 
praticamente insolúvel em éter de petróleo. A faixa de fusão é de 188 ºC a 190 ºC. 
Sua fórmula molecular é C12H12N4O3 e a sua massa molecular é de 260,25 g.mol- 1. A 
massa exata e monoisotópica é 260,090942 g.mol-1 (BRASIL, 2010). 
 
FIGURA 4 - ESTRUTURA QUÍMICA DO FARMACO BENZNIDAZOL  
 
FONTE: o autor (2018). 
 
Nos indivíduos em fase crônica indeterminada, com manifestações cardíacas 
ou digestivas leves, sem manifestações clínicas ou ainda em crianças, recomenda-se 
o tratamento com BNZ com o propósito de retardar ou diminuir o avanço da doença 
para formas mais graves e diminuir sua transmissão (COURA; CASTRO, 2002; SBC, 
2011; COSTA et al., 2013). Apesar de não curar a doença, estudos in vivo mostraram 
efeitos positivos ao se utilizar o medicamento na fase crônica avançada, como 
redução da parasitemia, da miocardite e baixa carga de anticorpos contra T. cruzi 
(MARIN-NETO et al., 2009).  
O tratamento com BNZ apresenta alguns inconvenientes. Dentre eles, 
destacam-se as grandes doses administradas, o tempo de duração do tratamento, 
que varia de acordo com a fase da infecção, e a elevada ocorrência de eventos 
adversos causados pelo prolongado tratamento com doses elevadas (PALMEIRO-
ROLDÁN et al., 2014; PRIOTTI et al., 2015). 
35 
 
O mecanismo de ação do BNZ não está totalmente esclarecido (OLIVEIRA et 
al., 2008; BUSCHINI et al., 2009). Porém, há relatos de que a ação ocorre pela 
formação de radicais livres e/ou metabólitos eletrofílicos. Nos derivados nitroimidazol, 
ocorre a redução do grupo nitro (NO2) em grupo amino (NH2) por ação das enzimas 
do tipo nitroredutase, presentes em células de protozoários ou bactérias. Essa reação 
leva à formação de intermediários radicalares, bem como de metabólitos eletrofílicos. 
O processo é iniciado pela ação da enzima NADPH citocromo P450 redutase, que 
atua sobre o grupo nitro (R-NO2) da molécula nitroimidazol, induzindo a produção de 
um radical nitro intermediário (R-NO2) e a formação de hidroxilamina (R-NHOH).  O 
intermediário age na modificação covalente de macromoléculas como DNA, causando 
a fragmentação na cadeia e desestabilização da hélice, inibindo a síntese do DNA e 
levando à morte celular dos protozoários. Além desta alteração no DNA, outras 
macromoléculas são modificadas, como lipídeos e proteínas, acometendo o 
metabolismo do T. cruzi. Outro mecanismo de ação do BNZ seria pelo aumento da 
fagocitose, levando à lise e à inibição do crescimento do T. cruzi por meio de um 
mecanismo dependente de interferon-γ (IFN-γ) e através da enzima NADH-fumarato 
redutase, respectivamente (COURA; CASTRO, 2002; OLIVEIRA et al., 2008; 
BUSCHINI et al., 2009; SILVA, J. J. N. et al., 2009; PERDOMO et al., 2013; 
TROCHINE et al., 2014).  
Concomitantemente, os metabólitos eletrofílicos citados acima, em virtude de 
sua alta reatividade e baixa especificidade, podem apresentar ação no hospedeiro 
humano, e efeitos citotóxicos que são observados durante o tratamento dos pacientes 
(SILVA, J. J. N. et al., 2009; PERDOMO et al., 2013; CAMPOS et al., 2014; 
TROCHINE et al., 2014). Os eventos adversos causados pelo BNZ podem ser 
classificados em três grupos: manifestações de hipersensibilidade (dermatite com 
erupções cutâneas, edema generalizado ou peritonial, febre, linfoadenopatias, dores 
musculares e articulares), depressão da medula óssea (agranulocitose, neutropenia e 
púrpura trombocitopênica), e polineuropatia periférica (parestesias e polineurite) 
(CASTRO et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2008; SILVA, J. J. N. et al., 2009; 
ALEXANDRE et al., 2014). 
A administração do BNZ é por via oral, em comprimidos de 100 mg para 
adultos e de 12,5 mg para crianças. A absorção do BNZ ocorre por via gastrointestinal, 
atingindo a concentração plasmática máxima entre 2 a 4 horas, com meia vida de 










se a execução de estudos de estabilidade (MATTHEWS, 1999; LUCAS et al., 2004; 
ANSEL et al., 2007) 
Descrito pela Resolução - RE nº 1 de 29 de julho de 2005, o estudo de 
estabilidade possui como principal finalidade a determinação do prazo de validade do 
produto farmacêutico e o período de utilização em embalagem e condições de 
armazenamento especificadas. Além disso, também aborda a realização de testes de 
identificação e quantificação de produtos de degradação e o método analítico 
correspondente.  
Os estudos de estabilidade podem ser agrupados em três categorias, a saber: 
estudo  preliminar, estudo de estabilidade de medicamento e estudo de estabilidade 
do insumo farmacêutico ativo (BRASIL, 2005a). 
Dentre estes estudos mencionados acima, o estudo de estabilidade de 
medicamento pode ser subdivido de acordo com a resolução supracitada nos 
seguintes estudos: 
1) Estudo de Estabilidade Acelerado: estudo projetado para promover possível 
degradação química e/ou mudanças físicas de insumos farmacêuticos ativos 
em condições forçadas de armazenamento. Os resultados obtidos permitem 
avaliar o impacto de curtas exposições a condições fora daquelas 
estabelecidas. Esse estudo tem como objetivo estabelecer um prazo de 
validade provisório para o medicamento. 
2) Estudo de Estabilidade de Longa Duração: inicia-se simultaneamente com o 
estudo acelerado. Este estudo contempla a verificação das características 
físicas, químicas, biológicas e microbiológicas de um produto farmacêutico 
ativo durante o prazo de validade esperado. Estes resultados têm por finalidade 
determinar ou confirmar o prazo de validade, recomendando assim as melhores 
condições de armazenamento, podendo aumentar ou reduzir o prazo de 
validade final do produto sugerido pela estabilidade acelerada.  
3) Estudo de Estabilidade de Acompanhamento: Estudo preconizado para 
verificar se o produto farmacêutico mantém os mesmos resultados obtidos nos 
estudos de longa duração, bem como as mesmas características químicas, 
físicas, biológicas e microbiológicas. É realizado durante todo o período em que 




Os órgãos regulamentadores (ICH e Anvisa) normatizam que seja realizada a 
identificação, qualificação e notificação de produtos de degradação no decorrer dos 
estudos de estabilidade do medicamento, de acordo com a dose máxima do fármaco 
ingerida pelos pacientes, conforme descrito na (TABELA 2) (ICH, 2008; BRASIL, 
2015a). 
  
TABELA 2 - LIMITES DOS PRODUTOS DE DEGRADAÇÃO DE ACORDO COM A PORCENTAGEM 
DO FÁRMACO 
Limites de Notificação 







Limites de Identificação 
1mg – 10mg 





Limites de Qualificação 
< 10mg 
10mg – 100mg 






FONTE: BRASIL (2015). 
 
Para a realização do estudo de estabilidade do medicamento, inicialmente é 
necessário conhecer os produtos de degradação e saber se estes são oriundos do 
insumo farmacêutico ativo. Desta forma, primeiramente é realizado o estudo de 
estabilidade do IFA, que visa a identificar e qualificar os produtos de degradação do 
fármaco. É realizado sob determinadas condições de exposição, chamadas de “teste 
de degradação forçada” ou também denominado como estudo de estresse. 
Por meio do monitoramento da formação de produtos de degradação, a 
segurança e eficácia dos fármacos é avaliada, pois a degradação pode ocasionar a 
perda parcial ou total da atividade terapêutica e/ou produção de compostos tóxicos 
(SILVA, K. E. R. et al., 2009). No estudo de degradação forçada,  as amostras obtidas  
são submetidas a análises de quantificação dos produtos de degradação (BRASIL, 
2005a; SILVA, K. E. R. et al., 2009). 
A Anvisa recomenda o uso de métodos indicativos de estabilidade que sejam 
seletivos ao princípio ativo e a seus produtos de degradação para o estudo de 
estabilidade do medicamento e do IFA (BRASIL, 2005a, 2017). No entanto, 
metodologias para a análise de produtos de degradação não foram claramente 






na sua relação massa/carga (m/z). Basicamente, o equipamento é composto por uma 
fonte de ionização, conjunto de analisadores e um detector (LIM; LORD, 2002; 
KOSTIAINEN et al., 2003). 
Existem diversas fontes de ionização que podem ser utilizadas na EM, como a 
MALDI (Matrix Assisted Lazer Desorption Ionization), FAB (Fast Atom Bombardment), 
LSIMS (Liquid-phase Secondary Ion Mass Spectrometry), EI (Electron Ionization), CI 
(Chemical Ionization) e APCI (Atmospheric pressure chemical ionization). As fontes 
que apresentam melhor performance no acoplamento da EM à CLAE ou CLUE são a 
ESI (Electrospray Ionization) e a APCI, sendo ambas formas de ionização à pressão 
atmosférica. Com o uso destas fontes, são formados os íons [M+H+] (massa molecular 
mais um próton) ou outros adutos, no modo positivo; e [M-H]- (massa molecular menos 
um próton) ou outros adutos, no modo negativo (KORFMACHER, 2005; HOLCAPEK 
et al., 2008; LANÇAS, 2009). 
A ESI é utilizada com moléculas lábeis, macromoléculas e moléculas pequenas 
polares. O mecanismo de ionização consiste na nebulização do analito dissolvido em 
um solvente em um tubo capilar sobre o qual é aplicada alta voltagem e temperatura. 
O líquido é então disperso pelo electrospray em um fino aerossol. As gotas produzidas 
se reduzem a partir da evaporação do solvente, até que a força do campo elétrico na 
sua superfície seja grande o suficiente para expelir os íons da gota (Limite de 
Rayleigh). A expulsão dos íons é chamada de explosão Coulombica. Os íons 
formados entram pelo cone, seguindo assim para o analisador através de efeitos de 
atração eletrostática e pelo vácuo (KORFMACHER, 2005; CROTTI et al., 2006; 
CHIARADIA et al., 2008). 
Posteriormente à formação de íons, ocorre a separação pelos analisadores 
com base na sua relação m/z (GLISH; VACHET, 2003). Há diversos tipos de 
analisadores. Um dos mais utilizados para a elucidação estrutural é o analisador por 
tempo de voo (ToF), ou também, o quadrupolo-tempo de voo (Q-ToF). O analisador 
Q-ToF é um analisador híbrido com alta resolução, sensibilidade, velocidade de 
varredura e ampla faixa de massas analisadas (LEE et al., 1999; MA; ZHU, 2009). No 
Q-ToF, o quadrupolo é responsável por focalizar os íons em direção à cela de colisão 
e ao ToF, por meio da radiofrequência. Para que ocorra fragmentação do composto 
de interesse, a pressão dos gases é definida na cela de colisão de acordo com o 
método. Os íons produzidos na fonte de ionização são acelerados por um campo 







Teste de Impurezas 
Doseamento 
Quantitativo Ensaio Limite 
Precisão 
Intermediária 
Não Sim(1) Não Sim(1) 
Seletividade(2) Sim Sim Sim Sim 
Limite de 
Detecção 
Não Não(3) Sim Não 
Limite de 
Quantificação 
Não Sim Não Não(3) 
Linearidade Não Sim Não Sim 
Intervalo Não Sim Não Sim 
FONTE: BRASIL (2017) 
NOTA: (1) Nos casos em que foi conduzida a reprodutibilidade, não é necessário conduzir a 
precisão intermediária; (2) Nos casos de ensaios de identificação, pode ser necessária a combinação 
de dois ou mais procedimentos analíticos para atingir o nível necessário de discriminação; (3) Pode 




Seletividade é o primeiro passo no desenvolvimento e validação de um método 
de separação. Este parâmetro avalia o grau de interferência de outras substâncias 
ativas, impurezas, excipientes e produtos de degradação na identificação do analito. 
A seletividade garante que o sinal de resposta seja exclusivamente do composto de 
interesse. A linearidade, exatidão e a precisão estarão comprometidas se a 
seletividade não for validada (ICH, 2005; BRASIL, 2017). 
A seletividade pode ser avaliada de diferentes formas. A primeira delas é 
comparar a matriz isenta do analito com a matriz adicionada do analito. Na 
sobreposição destes dois resultados, não deve aparecer nenhuma outra substância 
no tempo de retenção do analito. Entretanto, este método é limitado devido à 
dificuldade de obtenção de matriz isenta do analito. Outra forma de se avaliar a 
seletividade é através da avaliação da pureza do pico, o que pode ser feito com 
detectores modernos (arranjo de diodos, espectrômetro de massas), com base na 
comparação do pico de uma amostra com o de um padrão. Ainda, outra maneira é 
através do método de adição de padrão, utilizado principalmente quando não é 







A linearidade indica a capacidade do método em fornecer resultados 
diretamente proporcionais à concentração do analito, dentro de uma determinada 
faixa de concentração (RIBANI, 2004; BRASIL, 2017). 
Para determinar a linearidade do método, no mínimo cinco concentrações 
diferentes devem ser avaliadas, ao redor de uma faixa de 80 a 120% da concentração 
alvo do teste. Como critério de aceitabilidade deste parâmetro, devem ser 
apresentados os seguintes dados:  equação da reta de regressão de y em x, estimada 
pelo método dos mínimos quadrados, avaliação da associação linear por meio da 
determinação dos coeficientes de correlação (r) e de determinação (r2), gráfico de 
dispersão de resíduos, avaliação da significância do coeficiente angular e 
apresentação gráfica dos resultados para facilitar a visualização (RIBANI, 2004; 
BRASIL, 2017). 
 
3.8.3 Faixa de trabalho 
 
Faixa de trabalho ou intervalo é a faixa entre os limites de quantificação inferior 
e superior de um método analítico (BRASIL, 2017). É determinada a partir dos dados 
de linearidade, juntamente com os resultados de precisão e exatidão, e depende da 
aplicação pretendida do método (BRASIL, 2017). As seguintes faixas de trabalho 
devem ser consideradas (QUADRO 2). 
 
QUADRO 2 - LIMITES DO TEOR DO ANALITO QUE DEVEM ESTAR PRESENTES NA FAIXA DE 
TRABALHO DE LINEARIDADE PARA MÉTODOS ANALÍTICOS 
I –Teor De 80% a 120% da concentração teórica do teste; 
II – Uniformidade de conteúdo De 70% a 130% da concentração teórica do teste; 
III – Teste de dissolução 
De -20% da menor concentração esperada a 
+20% da maior concentração esperada a partir do 
perfil de dissolução; 
IV – Determinação de impurezas 
Do limite de quantificação até 120% da 
concentração no limite da especificação de cada 
impureza individual; 
V – Determinação simultânea de teor e 
impurezas pelos procedimentos de 
normalização de área 
Do limite de quantificação (LQ) até 120% da 
concentração esperada da substancia ativa. 




3.8.4 Efeito matriz 
 
A determinação do efeito matriz tem por finalidade identificar a influência de 
possíveis interferentes presentes na matriz na intensidade do sinal dos analitos. Esta 
determinação está relacionada à seletividade da técnica. Nas técnicas mais seletivas 
como a EM, os interferentes podem levar a alterações nos resultados, como alteração 
da linha de base, tempo de retenção, supressão ou o aumento do sinal (RIBANI, 2004; 




A precisão de um método analítico reflete o grau de concordância entre os 
valores das análises individuais, por meio da repetição de um procedimento 
experimental. Quanto maior a proximidade das determinações das múltiplas aferições, 
mais preciso é o método (ICH, 2005; IUPAC, 2014). Esse parâmetro é expresso pela 
dispersão dos resultados, calculando-se o desvio padrão relativo (DPR), também 
conhecido como coeficiente de variação (CV), de um número suficiente de amostras, 







Este parâmetro pode ser expresso por meio da repetibilidade, da precisão 




Repetibilidade, conhecida também como precisão intra-corrida, demonstra a 
concordância entre os resultados de medições sucessivas de um mesmo método, 
realizadas sob as mesmas condições em um curto período, pelo mesmo analista, no 
mesmo instrumento e mesmo local. A determinação da repetibilidade deve ser feita 
utilizando, no mínimo, nove determinações, contemplando o intervalo linear do método 
analítico, ou seja, três concentrações: baixa, média e alta, com três réplicas em cada 
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nível ou seis réplicas a 100% da concentração alvo do teste, individualmente 
preparadas (RIBANI, 2004; BRASIL, 2017). 
 
3.6.5.2. Precisão intermediária 
 
A precisão intermediária mostra o efeito das variações devido a eventos 
ocorridos no mesmo laboratório, como diferentes analistas, dias diferentes ou 
equipamentos diferentes, ou uma combinação destes fatores. Expressa a 
concordância entre os resultados de medições sucessivas de um mesmo método 




Reprodutibilidade, ou precisão interlaboratorial, representa o grau de 
concordância entre os resultados das medições de um mesmo analito, realizadas sob 
condições variadas, como mudança de operador, local e equipamentos. Este 
parâmetro refere-se aos resultados dos estudos de colaboração entre laboratórios, de 
maneira a analisar a performance dos métodos, e deve ser considerado em situações 
como a padronização de procedimentos analíticos a serem incluídos, por exemplo, 




Corresponde ao grau de concordância entre os resultados individuais do 
método analítico e um valor de referência aceito como verdadeiro. A exatidão é 
determinada com no mínimo nove pontos envolvendo três níveis de concentração 
(baixa, média e alta), com três réplicas em cada concentração (RIBANI, 2004; 
BRASIL, 2017). A exatidão é expressa pela relação entre a concentração média 
determinada experimentalmente e a concentração teórica correspondente, conforme 









3.8.7 Limite de quantificação 
 
 O limite de quantificação (LQ) constitui a menor quantidade do analito que 
pode ser quantificada com precisão e exatidão aceitáveis. O LQ é determinado como 
uma concentração, sendo que a exatidão e precisão das análises também devem ser 
registradas (BRASIL, 2017). 
O LQ pode ser calculado de acordo com o método visual, através da relação 
sinal-ruído (considerando a relação de dez vezes o ruído da linha de base), ou 
baseado em parâmetros da curva analítica, através da seguinte fórmula: 
 





Em que IC é a inclinação da curva de calibração, DPa é o desvio padrão, que 
pode ser obtido de três formas: a partir do desvio padrão do intercepto com o eixo Y 
de no mínimo três curvas de calibração construídas contendo concentrações do 
analito próximas ao suposto limite de detecção; pelo desvio padrão residual da linha 
de regressão e por estimativa de ruído proveniente da análise de um número 




A robustez é comumente realizada no desenvolvimento de um método 
analítico. Demonstra a capacidade do método em resistir a pequenas ou deliberadas 
variações das condições analíticas (BRASIL, 2017). 
Existem fatores que devem ser considerados na determinação da robustez do 
método analítico (QUADRO 3). 
 
QUADRO 3 -  PARÂMETROS PARA AVALIAÇÃO DA ROBUSTEZ DO MÉTODO 
Preparo das Amostras 
Estabilidade das soluções analíticas 
Tempo de extração 
Compatibilidade de filtros 
Espectrofotometria Variação de pH da solução 
Diferentes lotes ou fabricantes de solventes 
Cromatografia Líquida Variação do pH da fase móvel 




Normalmente, o reagente é consumido na reação e atua como um agente 
limitante. A velocidade de consumo do reagente depende da concentração e da 
temperatura do meio. A velocidade da reação depende de uma constante de 
velocidade (k), que não se comporta verdadeiramente como uma constante, uma vez 
que é influenciada pela temperatura, mas é independente das concentrações das 
espécies envolvidas na reação (NUDELMAN, 1975; RUSSELL, 1994). O químico 
Arrhenius sugeriu a dependência da velocidade de reação com a temperatura, 
chamada de constante de kA(T). 
 
𝑘𝐴(𝑇) = 𝐴𝑒−𝐸𝑎/𝑅𝑇 = 𝑘0𝑒−𝐸𝑎/𝑅𝑇 
 
Em que A = k0 = fator pré-exponencial ou fator de frequência; Ea = energia de 
ativação (J/mol ou ca/mol); R = constante dos gases 8,134 J/mol.K; T = temperatura 
absoluta (K). 
A Ea é a energia mínima que as moléculas reagentes devem possuir antes que 
a reação possa ocorrer. A energia de ativação é determinada por meio de reações em 
várias temperaturas diferentes. 
O estudo da cinética de degradação deve descrever de modo apropriado a 
ordem de reação dos parâmetros de Arrhenius. É preciso conhecer a ordem e a 
velocidade de reação, uma vez que as reações de degradação de produtos 
farmacêuticos ocorrem sob condições definidas, para assim poder determinar a 
concentração do fármaco em função do tempo (MEIRELLES, 2014). 
As reações podem ser de ordem zero, primeira ordem e segunda ordem. As 
reações de ordem zero ocorrem quando a degradação do fármaco é independente da 
concentração dos reagentes e é constante ao longo do tempo. A concentração do 
fármaco diminui linearmente com o passar do tempo, como representado na 




FIGURA 5 GRÁFICO REPRESENTATIVO DE UMA REAÇÃO QUÍMICA DE ORDEM ZERO. 
FONTE: Adaptado de RUSSEL (1994). 
 
A reação de primeira ordem ocorre quando a velocidade da reação depende da 
concentração do reagente. A degradação é diretamente proporcional à concentração 
existente de reagente ao longo do tempo (NUDELMAN, 1975). Para uma cinética de 
primeira ordem, a curva de concentração em relação ao tempo é exponencial, como 
exemplificado na (FIGURA 6). 
 
FIGURA 6 - GRÁFICO REPRESENTATIVO DE UMA REAÇÃO QUÍMICA DE PRIMEIRA ORDEM. 
FONTE: Adaptado de RUSSEL (1994). 
 
A reação de segunda ordem ocorre quando a velocidade de reação é 
proporcional ao produto das concentrações de dois reagentes, ou à segunda potência 
da concentração de um deles (MEIRELLES, 2014). O gráfico ilustrativo de uma reação 




FIGURA 7 - GRÁFICO REPRESENTATIVO DE UMA REAÇÃO QUÍMICA DE SEGUNDA ORDEM. 
FONTE: Adaptado de RUSSEL (1994). 
 
Quando não se conhece a ordem de uma reação química, esta pode ser obtida 
através da construção e análise de gráficos, como demonstrado na (FIGURA 8). A 
ordem da reação será indicada através da linearização da curva obtida no gráfico. 
Contudo, este método pode gerar resultados não confiáveis se o tempo de reação não 
for suficientemente longo para a construção da curva corretamente. 
 
FIGURA 8 - GRÁFICOS COMPARATIVOS DAS ORDENS DE REAÇÃO 
FONTE:  Adaptado de NETZ, ORTEGA (2002) 








QUADRO 6 PREPARO DAS AMOSTRAS PARA O ENSAIO DE LINEARIDADE 











1 60 60 940 180 1000 
2 80 80 920 240 1000 
3 100 100 900 300 1000 
4 120 120 880 360 1000 
5 140 140 860 420 1000 
 
A curva de calibração foi equacionada para se verificar a linearidade dentro do 
intervalo. A avaliação da associação linear entre as variáveis foi feita através dos 
coeficientes de correlação (r) e de determinação (r2) e da avaliação da significância 
do coeficiente angular. Foi considerado como critério de aceitação um valor de r de 
no mínimo 0,99, coeficiente angular diferente de zero, e a homocedasticidade dos 
dados, utilizando um nível de significância de 5%. 
A faixa de trabalho foi estabelecida a partir dos resultados do ensaio de 
linearidade, juntamente com os resultados de precisão e exatidão. Como mencionado, 
a faixa de trabalho estabelecida foi de 80 a 120% compreendendo as concentrações 
de 240, 300 e 360 µg.mL-1 de BNZ. 
 
4.4.3 Efeito matriz 
 
O efeito matriz foi avaliado através da comparação entre os coeficientes 
angulares das curvas de calibração construídas com o IFA em solvente com os 
coeficientes angulares das curvas em solução feitas a partir dos comprimidos 
fortificados com o IFA. Para tal, foi determinada a linearidade para os mesmos níveis 
de concentração, empregando-se, no mínimo, cinco níveis de concentrações 
diferentes em triplicata.  
Para a realização do ensaio, foram preparadas soluções nas mesmas 







QUADRO 7 - PREPARO DAS AMOSTRAS PARA O ENSAIO DE EFEITO MATRIZ 
 
NOTA: 1  Concentração de 1 mg.mL-1;  2 Concentração de 3 mg.mL-1 
 
Como critério de aceitação, foi adotado o nível de significância de 5% no teste 





A precisão do método foi determinada de duas formas: repetibilidade (precisão 
intra-corrida) e precisão intermediária (precisão intercorrida). Para a repetibilidade, 
foram realizadas seis análises para a concentração do ponto central (100%), por um 
mesmo analista, mesmo equipamento, em curto intervalo de tempo. A precisão 
intermediária foi determinada também por seis análises da mesma amostra na mesma 
concentração, executada por outro analista, no mesmo equipamento em um intervalo 
de dois dias. 
As médias com os respectivos desvios padrões e os coeficientes de variação 





Para o ensaio de exatidão, nove soluções amostra foram diluídas para 
30 μg.mL-1. Em seguida, essas soluções foram fortificadas com soluções padrão 
visando a obter as concentrações de 80, 100 e 120% (respectivamente, 240, 300 e 

















1 60 30 60 910 180 1000 
2 80 30 80 890 240 1000 
3 100 30 100 870 300 1000 
4 120 30 120 850 360 1000 
5 140 30 140 830 420 1000 
60 
 
360 µg.mL- 1) em triplicata. O preparo dessas soluções é apresentado no (QUADRO 
8). 
As áreas recuperadas foram calculadas a partir da subtração das áreas obtidas 
para as amostras sem fortificação daquelas obtidas para as amostras fortificadas. 
O resultado da exatidão foi expresso através da relação percentual de 
recuperação do BNZ comparado com a área teórica. 
 
QUADRO 8 - PREPARO DE AMOSTRAS PARA O ENSAIO DE EXATIDÃO 
















1 / 80% 30 80 890 240 1000 
2 / 100% 30 100 870 300 1000 
3 / 120% 30 120 850 360 1000 
- / 10% 30 - 970 30 1000 
NOTA: 1 - Concentração 1 mg.mL-1; 2 – Concentração 3 mg.mL-1 
 
4.4.6 Limite de quantificação 
 
O LQ foi estimado baseando-se nos parâmetros da curva de calibração, 




A robustez foi avaliada em triplicata para o ponto central da curva analítica, 
correspondendo a 300 µg.mL-1 de BNZ. Foram utilizadas as ferramentas estatísticas 
Teste F e Teste t de Student para avaliar o comportamento dos dados frente a 
pequenas alterações, descritas no (QUADRO 9). 
 
QUADRO 9 - PARÂMETROS PARA O ENSAIO DE ROBUSTEZ 
Parâmetro modificado Variação 1 Nominal Variação 2 
Variação do pH da fase móvel 3,1 3,0 2,9 
Variação na proporção da fase móvel 91:9 90:10 89:11 
Temperatura (ºC) 41 40 39 
Fluxo da fase móvel (mL.min-1) 0,9 1 1,1 




FIGURA 9 - FLUXOGRAMA DO ESTUDO DE DEGRADAÇÃO FORÇADA: HIDRÓLISES 
 
 
FONTE: Adaptado de SILVA et al. (2009) 
 
4.5.2 Degradação por oxidação  
 
Para a degradação oxidativa, inicialmente foi empregada solução de peróxido 
de hidrogênio a 3%, em temperatura ambiente e a 60 °C em banho-maria, protegidas 
da luz, conforme esquema mostrado na (FIGURA 10). O BNZ foi adicionado 










FIGURA 10 - FLUXOGRAMA DO ESTUDO DE DEGRADAÇÃO FORÇADA: OXIDAÇÃO 
FONTE: Adaptado de SILVA et al. (2009). 
 
4.5.3 Degradação por fotólise 
 
A degradação fotolítica foi realizada com o auxílio de uma câmara contendo 
uma lâmpada fluorescente branca fria, padrão ISO 10977 (1993), e uma lâmpada 
fluorescente no ultravioleta próximo com espectro de 320 a 400 nm, conforme as 
diretrizes (ICH, 1996; BRASIL, 2015b). A metodologia está demonstrada no esquema 





• Temperatura de dessolvatação: 350° C 
• Gás do cone: 50 L.h-1; 
• Gás de dessolvatação: 400 L.h-1 
• Tempo de aquisição dos dados: 6,00 min. 
 
Durante a análise, as massas adquiridas foram corrigidas por meio do 
Lockspray, constituído por leucina encefalina na concentração de 1000 ng.mL-1 e com 
fluxo de 20 μL.min-1. A checagem da calibração foi realizada diariamente, empregando 
como calibrante formiato de sódio 0,05 mmol.L-1. 
A faixa de leitura de massas foi definida de acordo com a m/z do IFA (261,0988 
Da) em 50 a 500 Da. O modo de aquisição utilizado foi o Resolution, uma vez que o 
objetivo do método era a identificação de compostos. O método espectrométrico foi 
adquirido no modo MSe. Neste modo, são aplicadas sequencialmente energias de 
colisão baixa e alta. Para energia baixa, foi utilizado 6V. Para energia alta, foi utilizada 
uma rampa variando de 20 a 40 V. Os resultados obtidos foram adquiridos no modo 
centroide e processados por meio do software MassLynx. V.4.1 da Waters Corporation 
(Milford, EUA). O modo de ionização positivo foi escolhido porque o analito apresenta 
grupos funcionais que facilmente aceitam próton (H+).  
Para a cromatografia, foi realizada a transposição do método utilizado no 
CLAE-DAD para a LC-QToF-MS, ficando estabelecidos os seguintes parâmetros: 
• UPLC® Acquity H-Class – Waters Co. 
• Coluna: C8 (100 x 2,1 mm, 1,7 μm), Acquity UPLC® BEH 
• Fase móvel: (A) água com 0,1% ácido fórmico e (B) acetonitrila, eluída em 
modo gradiente, conforme segue: 
• Tempo 0 - 3,40min: 90 - 10% A; 
• Tempo 3,40 - 3,50min: 10 - 90% A; 
• Tempo 3,50 - 6,00min: 90%A; 
• Fluxo: 500 μL.min 
• Temperatura da coluna: 40° C 







TABELA 4 - INTERVALO DE TEMPO PARA CONDIÇÃO ÁCIDA 







TABELA 5 - INTERVALO DE TEMPO PARA CONDIÇÃO OXIDATIVA 









Para a determinação da cinética de reação, foi considerada a cinética de 
degradação do fármaco (A) com um reagente (B), formando produtos, com o objetivo 
de estabelecer a ordem da cinética da reação. Os reagentes, que atuaram como 
catalisadores, foram mantidos em excesso e constantes durante toda a reação.  
Um sistema de funcionamento de forma de batelada, onde ocorre uma reação 
irreversível e sob condições à temperatura constante, foi utilizado. 
 
𝑛𝐴 + 𝑚𝐵 → 𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑡𝑜𝑠 
 
Para obter o valor da ordem da reação, a metodologia de integração da 
equação diferencial que representa a cinética foi utilizada. 
O modelo para um reator batelada em que um componente A está sendo 
formado com volume constante é da forma: 
𝑑𝐶𝐴
𝑑𝑡
= 𝑟𝐴   (01) 
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Neste caso, A está sendo consumido, sendo assim (−𝑟𝐴) =  𝑘𝑑𝐶𝐴𝑛𝐶𝐵𝑚 𝑒 𝑘𝑑 é a 
constante de velocidade de reação, p = n + m é a ordem global de reação e 𝑟𝐴 é a 
velocidade de reação de decomposição do fármaco em 𝑀𝑜𝑙. 𝐿−1ℎ−1. 





𝑛   (02) 
Como o reagente B está em excesso e praticamente em concentração 




𝑛   (03) 
Tem-se desta forma que 𝑘𝑑 =  𝑘CBm 
Com o modelo acima, a ordem da reação (p) será praticamente igual a (n), ou 
seja, a pseudo ordem da reação. 
Primeiramente, será empregado o método integral, por ser simples e preciso, 
onde serão testadas as ordens de reação e, através da linearização das equações, os 
parâmetros serão determinados pelo método dos mínimos quadrados.  
 
4.4.1 Cinética de ordem zero 
 
Integrando a equação (03) para n=0, pode-se obter a equação algébrica (04), 
onde CA0 é a concentração inicial do fármaco e t é o tempo da reação desde o tempo 
inicial considerando t=0. Neste caso, o valor do parâmetro estimado kd tem unidade 
de velocidade de reação µMol.L -1h-1. 
𝐶𝐴 = 𝐶𝐴0 − 𝑘𝑑𝑡   (04) 
 
4.4.2 Cinética de primeira ordem 
 
Integrando a equação (03) para n=1, pode-se obter a equação algébrica (05), 
onde CA0 é a concentração inicial do fármaco e t é o tempo da reação desde o tempo 










4.4.3 Cinética de segunda ordem 
 
Integrando a equação (03) para n=2, pode-se obter a equação algébrica (06), 
onde CA0 é a concentração inicial do fármaco e t é o tempo da reação desde o tempo 












FIGURA 13 - CROMATOGRAFIA REPRESENTANDO A PUREZA DOS PICOS PARA O ENSAIO DE 
SELETIVIDADE 
 
Na (FIGURA 14) são apresentados os espectros UV evidenciado a pureza dos 
picos cromatográficos. Para avaliação da pureza do pico do BNZ, foi realizada a 
comparação do IFA em solução (FIGURA 14-H) com o pool de degradação (FIGURA 
14-G). A análise realizada pelo software ChemStation resultou em 99,8% de igualdade 
entre os espectros, confirmando que no tempo de retenção referente ao BNZ não há 
coeluição de interferentes (FIGURA 15). 
 
FIGURA 14 - ESPECTROS UV EVIDENCIANDO A PUREZA DOS PICOS CROMATOGRAFICOS 






  C)                                                                   D) 
   E)                                                                   F)    
    G)                                                                 H) 
NOTA: Espectro de UV dos tempos de retenção A) 1,92min; B) 4,79min; C) 5,28min; D) 6,14min; E) 














FIGURA 15 - COMPARAÇÃO DOS ESPECTROS DE UV DO BNZ ANTES DA DEGRADAÇÃO E 
APÓS DEGRADAÇÃO 
NOTA: Linha vermelha – BNZ antes de degradação; linha azul – BNZ após degradação 
 
5.2.2 Linearidade e faixa de trabalho 
 
A linearidade foi determinada em cinco níveis de concentração, contemplando 
as faixas de 180 a 420 μg.mL-1 para o BNZ, em triplicata, conforme a (TABELA 6). As 
curvas de calibração foram estabelecidas pelo software Excel. Os dados obtidos foram 
submetidos à análise de regressão linear, a partir da qual obteve-se a equação da reta 
e coeficiente de determinação (FIGURA 16). Com os resultados das áreas do pico 
cromatográfico, foi determinado o coeficiente de correlação (r) acima de 0,99, estando 














TABELA 6 - RESULTADOS DO ENSAIO DE LINEARIDADE 
NOTA: Conc – Concentração; DPR – Desvio Padrão Relativo 
 
FIGURA 16 - GRÁFICO DA LINEARIDADE DO BNZ  
 
 
Além disso, a igualdade de variância e a homocedasticidade da curva foram 
estabelecidas pelo teste C de Cochran, com homocedasticidade como hipótese nula. 
O valor de C para a curva foi de 0,370, sendo inferior ao valor crítico de 0,684 (cinco 
































Teórica Área DPR Variâncias 
60 180 
182,30745 180 5947,1645 
0,6639 1548,7405 180,25978 180 5881,5732 
182,45984 180 5952,0459 
80 240 
237,26317 240 7707,5214 
1,1257 7726,4748 241,94472 240 7849,6757 
242,27847 240 7868,1728 
100 300 
302,24563 300 9789,0576 
0,4742 2172,3020 305,05283 300 9878,9785 
302,98509 300 9812,7441 
120 360 
363,60562 360 11754,6 
0,7502 7728,6700 359,33207 360 11617,7 
364,45197 360 11781,7 
140 420 
417,50123 420 13432,5 
0,3062 1703,8033 418,17259 420 13502,5 
418,26433 420 13505,4 
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pontos da curva e três repetições para a variável y), estabelecendo que a hipótese 
nula é aceitável, ou seja, as variações são homocedásticas. A significância estatística 
dos coeficientes de inclinação das linhas foi determinada por análise de variância 
(ANOVA) e teste F (valor F crítico, com uma taxa de 5% de nível de significância), 
representados pela (TABELA 7). O valor de F (14897,919) foi maior que o valor crítico 
de 4,667, significando que o modelo proposto é adequado para descrever o fenômeno. 
Por análise visual dos gráficos de resíduos, pode-se observar que houve 
comportamento aleatório de distribuição, não apresentando nenhuma tendência 
(FIGURA 17). 
 
TABELA 7 - ANÁLISE DE VARIÂNCIA ENTRE ÁREAS E CONCENTRAÇÃO DE BNZ 
ANOVA      
  gl SQ MQ F F de significação 
Regressão 1 108481953,9 108481953,9 14897,91971 2,81606E-21 
Resíduo 13 94661,901 7281,684692   
Total 14 108576615,8       
NOTA:  gl – graus de liberdade; SQ – soma de quadrados; QM – teste de variância 
 
 














5.2.3 Efeito Matriz 
 
Os resultados das áreas dos picos cromatográficos obtidos para análise de 
efeito matriz estão dispostos na (TABELA 8). As retas observadas na (FIGURA 18) 
foram traçadas. Comparando-se essas retas, é possível observar uma relação de 
paralelismo, indicando a ausência de interferência dos constituintes da matriz. O 





















TABELA 8 - ÁREAS DOS PICOS CROMATOGRÁFICOS DO BNZ OBTIDAS A PARTIR DAS 
ANÁLISES DO PADRÃO E AMOSTRA COM ADIÇÃO DE PADRÃO 
Analito em solvente 
Concentração 
µg.mL-1 Área 1 Área 2 Área 3 Média 
180 5990,487 6010,062 6048,254 6016,267 
240 7921,48 7935,457 7975,966 7944,301 
300 9903,897 9850,202 10014 9922,7 
360 11823,7 11701,9 11710,7 11745,43 
420 13543,3 13502,7 13551 13532,33 
Amostras fortificadas com padrão 
Concentração 
µg.mL-1 Área 1 Área 2 Área 3 Média 
180 7018,252 6969,392 7015,719 7001,121 
240 8965,993 8893,372 8911,907 8923,757 
300 10860,9 10709,3 10819 10796,4 
360 12822,6 12813,9 12350,2 12662,23 
420 14661,6 14488 14451 14533,53 
 
FIGURA 18 - COMPARAÇÃO DAS CURVAS 
NOTA: linha azul – sem matriz; linha laranja – com matriz 
 
 
As análises de variação estatística ANOVA, os coeficientes e o teste de 
comparação também foram realizados para verificar a presença de efeito matriz. Os 
resultados podem ser visualizados nas (TABELAS 9, 10 e 11), respectivamente.  
 
y = 31,389x + 415,58
R² = 0,9996






















TABELA 9 - RESULTADO DO TESTE ANOVA PARA EFEITO MATRIZ 
Fatores G.L. Soma de Quadrados 
Quadrado 
Médio Estat. F P-valor 
Concentração 1 212476645 212476645 20671,60119 <0,001 
Efeito Matriz 1 6785889,403 6785889,403 660,1911445 <0,001 
Concentracao:Efeit
o_Matriz 1 134,6723291 134,6723291 0,013102111 0,909748999 
Resíduos 26 267245,5181 10278,67377   
NOTA: G.L. – graus de liberdade 
 
TABELA 10 - COEFICIENTES OBTIDOS PARA A ANÁLISE DE EFEITO MATRIZ 
 
TABELA 11 - RESULTADO DO TESTE DE COMPARAÇÃO PARA O ENSAIO DE EFEITO MATRIZ 
Teste de Comparação 
 G.L. Soma de Quadrados Estat. F P-valor 
Paralelismo 1 134,6723291 0,013102111 0,909748999 
NOTA: G.L. -  graus de liberdade 
 
Portanto, é possível observar que todos os testes de comparação de curvas 
possuem p-valor maior que 0,05, não apresentando diferença significativa entre as 
curvas, com e sem matriz, ao nível de significância de 5%, sendo assim, o efeito matriz 




A repetibilidade e a precisão intermediária estão representadas nas (TABELAS 
12 e 13), respectivamente. Como pode ser observado nas tabelas, foram obtidas 
variações menores que 5% para o BNZ. Além disso, o valor-p foi superior a 0,05 para 
todas as análises de repetibilidade e precisão intermediária, significando que as 





Preditor Estimativa Desvio Padrão Estat.t P-valor 
Intercepto 1381,758886 96,18111247 14,36621859 <0,001 
Concentração 31,33883388 0,308501062 101,5842009 <0,001 
Efeito Matriz SC -966,1837897 136,0206337 -7,103214882 <0,001 
Concentracao:Efeito_MatrizSC 0,049939283 0,436286386 0,114464455 0,909748999 
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TABELA 12 - RESULTADOS DO ENSAIO DE REPETIBILIDADE 
Analitos Conc. (µg/mL) Período 1 Período 2 Média ± DP DPR Valor-p 
BNZ 300 
313,3600 310,2121 






NOTA: Conc. – Concentração; DP – Desvio Padrão; DPR - Desvio Padrão Relativo 
 
TABELA 13 - RESULTADOS DO ENSAIO DE PRECISÃO INTERMEDIÁRIA 
Analitos Conc. (µg/mL) Período 1 Período 2 Média ± DP DPR Valor-p 
BNZ 300 
305,2121 303,3997 










As recuperações dos analitos foram realizadas por meio da razão entre a 
concentração média experimental e a concentração teórica do ensaio, obtidas através 
de três níveis de concentração (80, 100 e 120%). 
Na (TABELA 14) é possível observar que foram obtidos valores satisfatórios de 
exatidão (>99,2%) para o fármaco. Sendo assim, o método foi considerado exato. 
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TABELA 14 - RESULTADOS DO ENSAIO DE RECUPERAÇÃO OBTIDOS PELO MÉTODO DE ADIÇÃO DE PADRÃO  
NOTA: Conc. – Concentração; DP - Desvio Padrão
Analito Conc. (µg.mL-1) 
Área teórica 
(médias ± DP) 
Intervalo de 
confiança* 














7936,10 – 8558,56 
1007,53 ± 1,82 








11414,64 – 12094,49 12669,37 ± 50,54 11661,83 99,2 ± 0,8 
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5.2.6 Limite de quantificação 
 
Através da obtenção da curva de calibração, o limite de quantificação foi 
calculado a partir do desvio padrão residual da linha de regressão, complementado 
pela análise de variância. Os resultados estão demonstrados nas (TABELAS 15, 16 e 
17).  
 
TABELA 15 - ESTATÍSTICA DE REGRESSÃO 
R múltiplo 0,999563983 
R-Quadrado 0,999128156 
R-quadrado ajustado 0,999061091 
Erro padrão 85,33278791 
Observações 15 
 
TABELA 16 - ANÁLISE DE VARIÂNCIA (ANOVA) NO ENSAIO DE LIMITE DE QUANTIFICAÇÃO 
  gl SQ MQ F F de significação 
Regressão 1 108481953,9 1,08E+08 14897,92 2,81606E-21 
Resíduo 13 94661,901 7281,685   
Total 14 108576615,8       
NOTA: gl – graus de liberdade; SQ – soma dos quadrados; QM – quadrado médio; F – teste de 
variância 
 
TABELA 17 - COEFICIENTES DE INSERÇÃO E COEFICIENTE ANGULAR 
  Coeficientes Erro padrão valor-p Inferior 95,0% Superior 95,0% 
Interseção 244,1118537 80,9537 0,009939 69,22182169 419,0018856 
 Coeficiente 
Angular 31,69325695 0,2596 2,82E-21 31,13229691 32,25421699 
 
Para isto, foram utilizados os valores do erro padrão da estatística de regressão 









O ensaio de robustez do método mostrou valores de p >0,05 para todos os 




analisada através do método cromatográfico desenvolvido e validado neste trabalho. 
Como pode ser observado no cromatograma representado pela (FIGURA 19), há 
formação de um produto de degradação no tempo de retenção de 1,93 min. 
 
FIGURA 19 - CROMATOGRAFIA OBTIDA APÓS O BNZ EXPOSTO À CONDIÇÃO ALCALINA 
NOTA: Coluna XBridge™ C8 (150 x 4,6 mm, 5 μm); fase móvel: (A) tampão formiato de amônio 20 
mM pH 3,0 e (B) acetonitrila, modo de eluição gradiente; tempo 0 – 15min: 90 – 10% A, 15 – 
15,10min: 10 – 90 % A, 15,10 – 20min: 90 %A; fluxo: 1000 μL.mL-1; temperatura de forno: 40 °C; 
volume de injeção: 20 μL; comprimento de onda: 320 nm. 
 
Em seguida, a amostra foi analisada por LC-QToF-MS para a identificação 
deste e de outros possíveis produtos de degradação. Podemos observar na (FIGURA 
20) o cromatograma obtido do padrão do BNZ. O cromatograma obtido representado 
na (FIGURA 21), onde é possível observar o aparecimento de picos cromatográficos 
nos tempos 2,08; 2,15; e 2,99 min. O aparecimento de dois produtos de degradação 
(2,08 e 2,15 min) no CLUE é justificado por esta técnica apresentar maior resolução 
cromatográfica. Por meio da espectrometria de massas, foram identificadas as 
massas moleculares: m/z 232,1080 [M+H]+; 232,1080 [M+H]+, referentes aos produtos 
de degradação, que, possivelmente, são isômeros, pois apresentam a mesma massa 
molecular, e 261,0988 [M+H]+, referente ao BNZ, nos tempos de retenção de 2,08 






FIGURA 20 – CROMATOGRAMA DO BNZ OBTIDO POR LC-QToF-MS 
NOTA: Coluna C8 (100 x 2,1 mm, 1,7 µL) Acquity UPLC® BEH; fase móvel: (A) água (0,1% 
ácido fórmico) e (B) acetonitrila, eluída em modo gradiente, 0 – 3,40min: 90 – 10% A; 3,40 – 3,50min: 
10 – 90% A; 3,50 – 6,00min 90% A; fluxo de 500 µL.min- 1; temperatura da coluna 40 °C e volume de 
injeção 3 µL. 
 
FIGURA 21 - CROMATOGRAMA DA REAÇÃO DE DEGRADAÇÃO EM MEIO ALCALINO OBTIDO 
POR LC-QToF-MS 
NOTA: Coluna C8 (100 x 2,1 mm, 1,7 µL) Acquity UPLC® BEH; fase móvel: (A) água (0,1% 
ácido fórmico) e (B) acetonitrila, eluída em modo gradiente, 0 – 3,40min: 90 – 10% A; 3,40 – 3,50min: 
10 – 90% A; 3,50 – 6,00min 90% A; fluxo de 500 µL.min- 1; temperatura da coluna 40 °C e volume de 






















FIGURA 23 - ESPECTRO DE MASSAS REFERENTE AO PICO CROMATOGRÁFICO DE 
2,08 E 2,15 MIN  
 
De acordo com a massa molecular encontrada para os produtos de 
degradação, e considerando o meio reacional básico, foi proposto um mecanismo de 
reação que resultou nas substâncias cujas fórmulas moleculares são C12H13N3O2, 
para ambos isômeros (erro de massa < 5 ppm). Para tentar diferenciar os isômeros, 
os espectros obtidos em alta energia foram analisados. O mesmo perfil de 
fragmentação foi observado para ambas as moléculas, sendo estas, então, 















Com base na estrutura química identificada, a rota de degradação mostrada na (FIGURA 25) foi proposta. 
 
FIGURA 25 - ROTA DE DEGRADAÇÃO DO COMPOSTO OBTIDO POR HIDRÓLISE ALCALINA 
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Estes resultados estão em concordância com os dados teóricos obtidos através 
do software Zeneth (FIGURA 26). Ainda, o software sugeriu um segundo produto de 
degradação, resultante de uma reação de hidrólise de amida. Entretanto, este não foi 
encontrado nas amostras analisadas. 
 




5.3.2 Hidrólise ácida 
 
Para a realização da hidrólise ácida, o BNZ foi submetido à reação de 
degradação por HCl 0,1 M, por um período de 7 dias. Como não ocorreu degradação 
nesta condição, as soluções de BNZ foram expostas a soluções mais concentradas 





Através da análise por CLAE-DAD, a reação de degradação em meio ácido por 
96 horas resultou no cromatograma representado pela (FIGURA 27), em que é 
possível notar a formação de um produto de degradação no tempo de retenção de 
1,96 min.  
 
FIGURA 27 - CROMATOGRAFIA OBTIDA APÓS O BNZ EXPOSTO A CONDIÇÃO ÁCIDA 
 
NOTA: Coluna XBridge™ C8 (150 x 4,6 mm, 5 μm); fase móvel: (A) tampão formiato de 
amônio 20 mM pH 3,0 e (B) acetonitrila, modo de eluição gradiente; tempo 0 – 15min: 90 – 10% A,  
15 – 15,10min: 10 – 90 % A, 15,10 – 20min: 90 %A; fluxo: 1000 μL.mL-1; temperatura de 
forno: 40 °C; volume de injeção: 20 μL; comprimento de onda: 320 nm. 
 
Esta mesma amostra foi analisada por LC-QToF-MS. Com isso, foi possível 
observar o aparecimento de picos cromatográficos nos tempos de retenção 2,79 e 
2,91 min, correspondentes a um possível produto de degradação e ao BNZ, 
respectivamente. As massas identificadas foram de m/z 250.0747 [M+H]+ e 261.0989 













FIGURA 28 - CROMATOGRAMA DA REAÇÃO DE DEGRADAÇÃO EM MEIO ÁCIDO OBTIDO POR 
LC-QToF-MS 
 
NOTA: Coluna C8 (100 x 2,1 mm, 1,7 µL) Acquity UPLC® BEH; fase móvel: (A) água (0,1% ácido 
fórmico) e (B) acetonitrila, eluída em modo gradiente, 0 – 3,40min: 90 – 10% A; 3,40 – 3,50min: 10 – 
90% A; 3,50 – 6,00min 90% A; fluxo de 500 µL.min- 1; temperatura da coluna 40 °C e volume de 
injeção 3 µL. 
 




FIGURA 30 - ESPECTRO DE MASSAS REFERENTE AO PICO CROMATOGRÁFICO DE 2,78 MIN 
 
 Com base na estrutura da molécula do BNZ e no meio reacional, uma estrutura 
molecular foi sugerida, a massa molecular [M+H]+ 250,0747, caracteriza-se pela 
estrutura representada pela (FIGURA 32), com fórmula molecular C12H12N3OCl (erro 
menor que 5 ppm). Esta foi nomeada como N-benzil-2-(chloro-2,3-dihidro-1H-
imidazol-1-il)acetamida. Como pode ser observado na (FIGURA 31), não apenas é 
visto a massa exata de 250,0747 [M+H]+  como também podem ser vistas, 251, 
0781[M+H]+, 252,0716 [M+H]+   e 253,0734 [M+H]+   cuja as intensidades formam o 
perfil isotópico caracaterístico da molécula proposta, devido a presença de um átomo 
de cloro, que pode aparecer com 35 ou 37 neutrons de acordo com a sua proporção 
na natureza.  
 
FIGURA 31 - ESPECTRO DE MASSAS REFERENTE AO PICO CROMATOGRÁFICO DE 2,78 MIN 




FIGURA 32 - PRODUTO DE DEGRADAÇÃO OBTIDO POR HIDRÓLISE ÁCIDA 
 
 
Com base na estrutura química identificada, a rota de degradação mostrada na 
(FIGURA 33) foi proposta. 
 
FIGURA 33 - ROTA DE DEGRADAÇÃO DO COMPOSTO OBTIDO POR HIDRÓLISE ÁCIDA 
 
Segundo o software Zeneth, os produtos de degradação formados a partir da 
hidrólise em meio ácido seriam os mesmos compostos obtidos através da degradação 





Após um período de 48 horas, a amostra submetida à degradação oxidativa foi 
analisada por CLAE-DAD, obtendo-se o cromatograma representado na (FIGURA 34). 
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A partir do resultado da análise, observou-se a formação de cinco produtos de 
degradação nos tempos 1,93; 4,72; 5,22; 6,08; 6,50 min, enquanto o BNZ foi 
observado no tempo de 7,14 min. 
 
FIGURA 34 – CROMATOGRAMA DA REAÇÃO DE DEGRADAÇÃO EM MEIO OXIDANTE 
 
NOTA: Coluna XBridge™ C8 (150 x 4,6 mm, 5 μm); fase móvel: (A) tampão formiato de 
amônio 20 mM pH 3,0 e (B) acetonitrila, modo de eluição gradiente; tempo 0 – 15min: 90 – 10% A,  
15 – 15,10min: 10 – 90 % A, 15,10 – 20min: 90 %A; fluxo: 1000 μL.mL-1; temperatura de 
forno: 40 °C; volume de injeção: 20 μL; comprimento de onda: 320 nm. 
 
Esta mesma amostra foi analisada por LC-QToF-MS, porém, não foram 
encontrados picos cromatográficos anteriores ao tempo de retenção do BNZ (2,86 
min), como pode ser observado na (FIGURA 35). A ausência destes pode ser devido 












FIGURA 35 - CROMATOGRAFIA DE DEGRADAÇÃO MEIO OXIDANTE OBTIDO POR LC-QToF-MS 
 
NOTA: Coluna C8 (100 x 2,1 mm, 1,7 µL) Acquity UPLC® BEH; fase móvel: (A) água (0,1% ácido fórmico) 
e (B) acetonitrila, eluída em modo gradiente, 0 – 3,40min: 90 – 10% A; 3,40 – 3,50min: 10 – 90% A; 3,50 – 
6,00min 90% A; fluxo de 500 µL.min- 1; temperatura da coluna 40 °C e volume de injeção 3 µL. 
 
O pico referente ao BNZ foi confirmado pelo espectro de massas representado 
pela (FIGURA 36) e pela exatidão de massas (erro menor que 5 ppm). 
 
FIGURA 36 - ESPECTRO DE MASSAS REFERENTE AO PICO CROMATOGRÁFICO DE 2,86 MIN 
 
 
Utilizando o software Zeneth para a simulação da reação de degradação por 
oxidação, não foram encontrados produtos de degradação. Como há o aparecimento 
de picos cromatográficos sugestivos de possíveis produtos de degradação na análise 
por CLAE-DAD e há redução do pico do BNZ com o tempo, torna-se necessário a 
utilização futura de outras ferramentas analíticas para a elucidação desses 
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compostos, tais como Ressonância Magnética Nuclear (RMN), espectroscopia no 




Após 14 dias de exposição da amostra à condição fotolítica, houve o 
aparecimento de três picos cromatográficos, nos tempos de retenção 1,91; 6,77 e 7,14 
min, correspondendo a dois possíveis produtos de degradação e ao BNZ, 
respectivamente (FIGURA 37). 
 
FIGURA 37 – CROMATOGRAMA DA REAÇÃO DE DEGRADAÇÃO POR EXPOSIÇÃO À LUZ 
 
NOTA: Coluna XBridge™ C8 (150 x 4,6 mm, 5 μm); fase móvel: (A) tampão formiato de 
amônio 20 mM pH 3,0 e (B) acetonitrila, modo de eluição gradiente; tempo 0 – 15min: 90 – 10% A,  
15 – 15,10min: 10 – 90 % A, 15,10 – 20min: 90 %A; fluxo: 1000 μL.mL-1; temperatura de 
forno: 40 °C; volume de injeção: 20 μL; comprimento de onda: 320 nm. 
 
Esta mesma amostra foi analisada por LC-QToF-MS. Foi observado o 
aparecimento de um pico cromatográfico no tempo de retenção de 2,84 min, referente 
ao BNZ (FIGURA 38 e 39). O BNZ apresentou massa molecular de 261,0985 [M+H]+, 





FIGURA 38 – CROMATOGRAMA DA REAÇÃO DE DEGRADAÇÃO POR LUZ OBTIDO POR 
LC- QToF-MS 
  
NOTA: Coluna C8 (100 x 2,1 mm, 1,7 µL) Acquity UPLC® BEH; fase móvel: (A) água (0,1% ácido fórmico) 
e (B) acetonitrila, eluída em modo gradiente, 0 – 3,40min: 90 – 10% A; 3,40 – 3,50min: 10 – 90% A; 3,50 – 
6,00min 90% A; fluxo de 500 µL.min- 1; temperatura da coluna 40 °C e volume de injeção 3 µL. 
 
 
FIGURA 39 - ESPECTRO DE MASSAS REFERENTE AO PICO CROMATOGRÁFICO DE 2,84 MIN 
 
 
Ao realizar a simulação de degradação fotolítica pelo software Zeneth, o 
mesmo sugeriu uma reação de isomerização fotoquímica de nitrocomposto aromático. 







5.3.5 Termodegradação/ hidrólise neutra 
 
O fármaco BNZ foi submetido à degradação térmica úmida/hidrólise neutra, 
inicialmente à temperatura de 60 °C em banho-maria. Contudo, devido à ausência de 
novos picos cromatográficos nesta condição, a amostra foi exposta a uma condição 
mais extrema (80 °C) por um período de 7 dias. 
Após decorrido o tempo de exposição, as amostras foram analisadas 
novamente por CLAE-DAD. Novamente, não foi observado o aparecimento de novos 
picos cromatográficos, nem o decaimento significativo da área do analito que pudesse 
demonstrar algum sinal de degradação, o que é possível observar na (FIGURA  40) 
em que há sobreposição de todos os tempos. 
 
FIGURA 40 - CROMATOGRAMA DA REAÇÃO POR HIDRÓLISE NEUTRA/ TERMODEGRADAÇÃO 
 






NOTA:A) Produto de degradação; B) BNZ; T0 – Zero; T1 – 12 horas; T2 – 24 horas; T3 – 48 horas; 
T4 – 96 horas; T5 – 120 horas; T6 – 144 horas. 
 
Na (FIGURA 42) pode-se observar a porcentagem de decaimento do BNZ em 
função do tempo em meio de degradação alcalino. 
 




A partir desses dados cinéticos, foi observado que a decomposição do BNZ em 
condição hidrolítica alcalina segue uma reação de primeira ordem, onde n=1. A partir 





























possível obter uma equação linear:   𝑙𝑛 𝐶𝐴0
𝐶𝐴
= 𝑘𝑑𝑡 onde, 𝐶𝐴0 é a concentração inicial, 
CA (µMol.L-1) é a concentração final do fármaco e t é o tempo da reação desde o tempo 
inicial, considerando t=0. Para a cinética de primeira ordem, 𝑘𝑑 assume unidade h-1. 
Através da aplicação do método dos mínimos quadrados, de ln (𝐶𝐴0
𝐶𝐴
) 𝑥 𝑡 ,é possível 
obter uma relação linear e obter a constante de velocidade de reação que consiste no 
coeficiente angular da reta abaixo. Sendo assim, é possível afirmar que a velocidade 
da reação depende da concentração de reagentes na primeira ordem, uma vez que a 
velocidade de reação −𝑟𝐴 = 𝑘𝐶𝐴1  considerada possibilitou obter a transformação na 
equação linear e geração dos dados plotados na (FIGURA  43). 
 
FIGURA 43 - MODELO INTEGRADO CONSIDERANDO CINÉTICA DE PRIMEIRA ORDEM PARA 
REAÇÃO EM MEIO BÁSICO 
 
 
Pode-se expressar a velocidade de reação como (−r𝐴)  =  0,0962 C𝐴. Neste 
caso a velocidade de reação depende linearmente da concentração de fármaco. 
Obteve-se também a correlação da ordem zero e de segunda ordem, conforme 



























FIGURA 44 - MODELO INTEGRADO CONSIDERANDO CINÉTICA DE ORDEM ZERO PARA 
REAÇÃO EM MEIO BÁSICO 
 
 
O modelo de velocidade de reação para ordem zero é(− r𝐴) =   0,0088 𝐶𝐴. A 
equação mostra que a velocidade de reação é constante ao longo do tempo. 
 
FIGURA 45 - MODELO INTEGRADO CONSIDERANDO CINÉTICA DE SEGUNDA ORDEM PARA 
REAÇÃO EM MEIO BÁSICO 
 
 
Obtendo-se o valor da constante de velocidade de reação para reação de 
segunda ordem, o modelo pode ser apresentado na forma−𝑟𝐴 =  77,749 𝐶𝐴. Neste 
caso, é possível observar que a velocidade de decomposição depende da 
concentração de reagentes elevado à segunda potência. 
Foi determinado por meio de cálculos estatísticos (teste t de Student) se há 
correlação linear, considerando-se um intervalo de confiança de 95% para o 
































coeficiente de determinação. Como o valor de t calculado foi maior do que o t tabelado, 
há correlação linear entre as variáveis para a reação de primeira ordem, confirmando 
a ordem de reação desta cinética (TABELA 19). 
 
TABELA 19 - TESTE DE HIPÓTESE DE CORRELAÇÃO PARA O MODELO LINEAR PARA 
CINÉTICA DE PRIMEIRA ORDEM EM MEIO BÁSICO 
Parâmetro 
Cinética 
Zero ordem Primeira ordem Segunda ordem 
n 4 4 4 
r2 0,4956 0,954 0,7245 
Tcalc 1,401822763 6,440361859 2,293366114 
T tab(n-2;0,05) 3,18 3,18 3,18 
Teste t Tcalc < Ttab Tcalc > Ttab Tcalc < Ttab 
Hipótese nula Sem correlação Sem correlação Sem correlação 
Hipótese 
alternativa Com correlação Com correlação Com correlação 
Observação Não linear Linear Não linear 
 
5.4.2 Hidrólise ácida 
 
Para o estudo cinético em meio ácido, as amostras foram coletadas em 
diferentes tempos até 96 horas. Na (FIGURA 46) pode ser observado o aumento do 
produto de degradação e o decaimento do BNZ. Ao comparar com a hidrólise alcalina, 
nota-se que a degradação ácida foi mais lenta. 
 
FIGURA 46 - PICOS CROMATOGRÁFICOS REFERENTES AO PRODUTO DE DEGRADAÇÃO 




NOTA: A) Produto de degradação; B) BNZ; T0 – Zero; T1 – 12 horas; T2 – 24 horas; T3 – 48 horas; 
T4 – 96 horas 
 
Na (FIGURA 47) pode-se observar o decaimento do fármaco BNZ, expresso 
em porcentagem (%), em função do tempo na reação de degradação em condição 
ácida. 
 
FIGURA 47 - DECAIMENTO DO FÁRMACO BNZ EM FUNÇÃO DO TEMPO EM CONDIÇÃO ÁCIDA 
 
 
Os resultados cinéticos obtidos demonstraram que a decomposição do BNZ em 
condição hidrolítica ácida também segue uma reação de primeira ordem, onde n=1, 
conforme calculado pela equação 𝑙𝑛 𝐶𝐴0
𝐶𝐴
= 𝑘𝑑𝑡 onde, 𝐶𝐴0 é a concentração inicial, CA 































 FIGURA 51 - DECAIMENTO DO BNZ E FORMAÇÃO DE PRODUTOS DE DEGRADAÇÃO 
 Nota: T.0 – zero; T.1 – 12 horas; T.2- 24 horas; T.3 – 48 horas; T.4 – 72 horas; T.5 – 96 horas; T.6 – 
120 horas. 
 
Na (FIGURA 52) pode-se observar o decaimento do fármaco BNZ, expresso 
em porcentagem (%), em função do tempo na reação de degradação em condição 
oxidante. 
 


































TABELA 21 - TESTE DE HIPOTESE DE CORRELAÇÃO PARA MODELO LINEAR PARA CINÉTICA 
DE PRIMEIRA ORDEM EM MEIO OXIDANTE 
Parâmetro 
Cinética 
Zero ordem Primeira ordem Segunda ordem 
n 7 7 7 
r2 0,8912 0,9521 0,5013 
Tcalc 6,399678301 9,969159123 2,241889332 
Teste t Tcalc > Ttab Tcalc > Ttab Tcalc < Ttab 
Hipótese nula Sem correlação Sem correlação Sem correlação 
Hipótese alternativa Com correlação Com correlação Com correlação 






O método analítico indicativo de estabilidade por CLAE-DAD desenvolvido 
e validado neste trabalho demonstrou ser adequado para a quantificação do 
fármaco benznidazol. Os parâmetros estabelecidos na validação demonstraram 
que o método é seletivo, linear, preciso, exato, isento de efeito matriz e robusto. 
Os ensaios de degradação forçada demonstraram que o BNZ é instável 
em meio básico, ácido, oxidativo e fotolítico. Foi comprovado que os três 
primeiros meios citados apresentaram uma ordem de reação de primeira ordem 
para a degradação do BNZ. Com o auxílio da cinética química, foi possível 
compreender os mecanismos responsáveis pelas transformações químicas e 
prever quantitativamente estas transformações ao longo do tempo. As reações 
de primeira ordem observadas indicaram que a velocidade da reação depende 
da concentração do reagente, numa relação diretamente proporcional. Por outro 
lado, o fármaco foi estável quando exposto à degradação por hidrólise neutra. 
Foi possível identificar e elucidar a estrutura de três produtos de 
degradação provenientes do IFA, formados a partir de condições alcalinas e um 
a partir de meio ácido, respectivamente: N-benzil-2-(oxo-2,3-dihidro-1H-
imidazol-1-il)acetamida e N-benzil-2-(chloro-2,3-dihidro-1H-imidazol-1-
il)acetamida. 
Por meio deste trabalho, foi comprovado que o benznidazol pode vir a 
sofrer degradação quando exposto a condições não controladas, como, por 
exemplo, de armazenamento e transporte. Este dado é de extrema relevância 
uma vez que o Brasil é um dos principais produtores e exportadores mundiais 
dessa droga. Dessa forma, é fundamental que as indústrias brasileiras estejam 
familiarizadas com o processo de monitoramento dos produtos de degradação e 
do próprio fármaco durante a fabricação e comercialização do mesmo.  
As perspectivas futuras para esse trabalho incluem a utilização de outras 
ferramentas analíticas, visando a elucidação estrutural dos compostos obtidos 
no estudo de degradação forçada, estudo da toxicidade e avaliação da atividade 
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